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COMPOSITIONS COSMETIQUES AMINCISSANTES. 

Le brevet d^crit les sequences peptidiques possedant 
une activity lipolytlque qui peut etre mise k profit dans des 
produits cosm^tiques amincissants utilise par voie topique. 
Cette actrvitS est renforc^e quand les peptides sent modi- 
fies chimlquement pour augmenter la lipophilie. 

Ces peptides peuvent etre obtenus par syntli^se, par 
biotechnologie ou par hiydrolyse m^nag^e de prot^ines v^- 
g^tales. 
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L'industrie cosmetique est en permanence a la recherche de nouveaux ingredients 
actifs possedant des activites lipolytiques, pour les integrer dans des produits dits 
amincissants. De nombreuses substances (molecules pures comme les derives de 
xanthines; melanges complexes conrnie certains extraits de plantes, ,..) sont 
proposees et utilisees. 

Le marche demande n6anmoins des nouveautes et des produits encore plus actifs. 
Les substances adrenergiques (adrenaline et analogues) sont bien connues pour 
leur impressionnante capacite a stimuler la lipolyse dans les adipocytes mais, leur 
emploi est formeliement interdit en cosmetique et en dermopharmacie. 
R^cemment, d^autres classes de substances, de nature differente, ont ete 
identifiees comme 6tant egalement capables de stimuler, i des degres divers, la 
lipolyse des triglycerides dans les adipocytes humains et/ou animaux. 
II s'agit de peptides de courte chaine a caractere hormonal comme, par exemple, 
rhormone para-thyroidienne (pTH(l-84)) ou son jfragment pTH(l-34). 
Ces peptides sont susceptibles de stimuler la lipolyse, aussi bien in vitro quUn 
vivo, par le biais de T activation de Tadenylate cyclase membranaire (par exemple: 
Tanigushi A. et al. J. Lip. Res, (1987) 28 :490-496). 

Malheureusement, le plus petit des deux peptides mentionnes ci-dessus, le pTH 
(1-34), comporte une sequence de 34 acides amines (H-Ser-Val-Ser-Glu-Ile-Gln- 
Leu-Met-His-Asn-I^u-Gly-Lys-His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu-Arg-Val-Glu-Tip-Leu- 
Arg-Lys-Lys-Leu-Ghi-Asp-Val-His-Asn-Phe-OH), ce qui rend sa synthase a 
Tdchelle industrielle tres difficile, et par consequent son utilisation incompatible 
avec les exigences economiques du marche cosmetique vise. 
L'objet du present brevet est la decouverte que des sequences peptidiques plus 
coxutes, et done plus realistes quant a la possibility d'en faire la synthese 
industrielle, ainsi que certains analogues chimiquement modifies sont egalement 
actifs dans la stimulation in vitro et in vivo de la lipolyse, Contrairement ^ toute 
attente cette activite se retrouve in vivo aprfes application par voie topique, et done 
dans une approche relevant de la cosmetique. 
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Sont done concemes par ce present brevet, les divers fragments du peptide pTH- 
(1-34), caracterises en ce qu'ils contiennent la sequence de forme generale 
suivante : 

R'-NH-AA„-0-R^ 

ou = H, ou une chaine alkoyle, lineaire ou branchee, satur6e ou insaturee, 
hydroxylee ou soufrde ou non, contenant I k 24 atomes de carbone, 
preferentiellement 12 i 1 8 atomes de carbone, 

et R^ = H, ou une chaine alkyle de CI a C24, preferentiellement soit CI h C3, soit 
C14 a C18 ou 0-R^=NR^R^ avec R3 et R4 etant independanunent Tun de Tautre 
=H ou une chaine alkyle de 1 a 12 atomes de carbone, preferentiellement de 1 a 3 
atomes de carbone, 

et AA est tout ou partie de la sequence peptidique suivante : Ser-Val-Ser-Glu-Ile- 
Gln-Leu-Met-His-Asn (pTH(MO)). preferentiellement Ser-Val-Ser-Glu-Ile-Gln 
(pTH(l -6)), et n compris entre 3 et 10 inclus, preferentiellement entre 3 et 6. 
Les peptides qui repondent aux sequences decrite;s ci dessus possedent une reelle 
et importante activite lipolytique par voie topique qui est utilisable en cosmetique 
et dermopharmacie. i i-:.; 

Enfin, pour rendre tous ces peptides encore plus actif par voie topique, il est 
avantageux de les rendre lipophiles par un grefifage d'un acide gras de plus ou 
moins longue chaine (mirystyl, palmityl, stearyl, lipoyl...) sur Tamine N-terminale 
et/ou d'esterifier le groupe carboxyle du peptide. 

Les peptides, objets du brevet, peuvent Stre obtenus soit par synthese chimique 
classique (en phase solide ou en phase homogfene liquide), soit par synthese 
enzymatique (KuUman et al., J. Biol. Chem. 1980, 255, 8234) a partir des acides 
amines constitutifs ou de leurs derives. 

Les peptides peuvent etre obtenus egalement par fermentation d'une souche de 
bacteries modifiees ou non par genie genetique, pour produire les sequences 
recherchees ou leurs differents fragments. 

Enfin, les peptides peuvent etre obtenus par extraction de proteines d'origine 
animale ou vegetale, preferentiellement vegetale, suivie d'une hydrolyse controlee 
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qui libere les fragments peptidiques en question, avec la stipulation que les 
fragments liberes correspondent aux sequences peptidiques pTH(l-n) avec n 
compris entre 3 et 10 inclus. De nombreuses proteines trouvees dans les plantes 
sont susceptibles de contenir ces sequences au sein de leur structure. L'hydrolyse 
menagee permet de degager ces fragments peptidiques. 

Pour realiser I'invention, il est possible, mais non n6cessaire, d'extraire soit les 
proteines concemees d'abord et de les hydrolyser ensuite, soit d'effectuer 
rhydrolyse d'abord sur un extrait brut et de purifier les fragments peptidiques 
ensuite. On pent egalement utiliser Thydrolysat sans en extraire les fragments 
peptidiques en question, en s'assurant toutefois d'avoir arrete la reaction 
enzymatique d'hydrolyse k temps et de doser la presence des peptides en question 
par des moyens analytiques appropries (tra9age par radioactivite, 
immimofluorescence ou immunoprecipitation avec des anticorps sp^cifiques, etc.). 
D'autres procedes plus simples ou plus complexe conduisant k des produits moins 
chers ou plus purs sont facilement envisageables par Thomme de Tart connaissant 
le metier d'extraction et de purification des proteines et peptides. 
A titre d'exemple illustrant I'invention, on cite quelques formules cosmetiques 
representatives mais non limitatives de Tinvention: r. '-r 



Example n° 1: Gel amincissant 



Carbopol 1342*^ 


0,3 


Propylene glycol 


2,0 


Glycerine 


1,0 


Vaseline blanche 


1,5 


Cylomethicone 


6,0 


SipolC16C18S3 


0,5 


Lubrajel"^ MS 


10 


tri^thanolamine 


0,3 


N-Acetyl-Ser-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-OH 


0,001 


N-Palmitoyl-Ser-Val-Ser-Glu-ne-Gln-OH 


0,00005 


Eau, conservateurs, parfum 


qsp 100 g. 
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v.TPmple n*>2: Cr6me amincissante 




Brij"^ 721 


2.4 


Brij'^ 72 


2.6 


Arlamol'^ E 


8.0 


Cire d'abeille 


0.5 


Abil'^ZP2434 


3.0 


Propylene glycol 


3.0 


Carbopol'^ 941 


0.25 


Triethanolamine 


0.25 


N-Lipoyl-Ser-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-OH 


0.00001 


Cafeine 


1.0 


Eau, conservateurs, parfums qsp 


100 g 



Exemple n** 3: Lotion alcoolique 

Ethanol 5.0 

Propylene glycol 2.0 

Abil^B8851 0.5 

Eumulgin^ L 0.6 

H2N-Ser-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-0Me 0.0002 

eau, conservateurs, parfum qsp 100 g 

L'activite des peptides sera demontrees par les deux exemples suivants: 
Exemple 4: Activite lipolvtique in vitro 

Des adipocytes humains (obtenu a partir de morceaux de peau preleves lors de la 
chirurgie plastique) sont mis en suspension dans un milieu de survie. On ajoute 
alors differentes concentrations de H-Ser-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-OH (pTH(l-6)) et, 
apres 2 heures d'incubation a 3TC, on mesure la quantite de glycerol et d'acides 
gras liberes dans le milieu exterieur. 

Dans les memes conditions, le mdtabolisme lipolytique de base et une serie de 
controles positifs sont realises, respectivement en Tabsence du peptide teste ou en 
presence de differentes concentrations de pTH(l-34) qui est alors considere 
comme produit de reference. 
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Dans ces conditions, les liberations de glycerol observees au cours de cinq essais 
differents sont les suivantes: 

Basal 1 7,0 ± 1 ,1 nmol/2,5. 1 0^ cellule/2hr 

pTH(lo4) a 10"''M/1 21,8 ± 0,7 nniol/2,5.10^ cellule/2hr, 

5 pTH(l-6) a 10"^ M/1 19,9 ± 0,9 nmol/2,5.10^ cellule/2hr, 

Ce qui correspond selon le peptide teste, a une augmentation de la liberation 
basale de glycerol de respectivement 28% et 1 7%. 

Dans ce meme modele, nous avons teste un certain nombre de peptides derives de 
la sequence de base. Par exemple: 
10 - pour augmenter la duree de vie du peptide (vis k vis des enzymes 

proteolytiques) nous avons substitu6 Tacide glutamique en position 4 par 
Tacide D-glutamique et/ou la methionone en position 8 par la norleucine, 
pour augmenter Taffinite du peptide pour la peau, nous avons attache une 
chaine aliphatique (allant de CI a C24) soit a Textremite N-terminale (liaison 
15 amide), soit a Textremite C-terminale (liaison ester) du peptide. 

En presence de 1*10'^ M/1 de produit, les augmentations de la liberation basale de 
glycerol observees sont les suivantes: 
pTH(M0): + 18% 
pTH(l-8): + 10 % 
20 D.Glu^-pTH(l-6): + 17 % 

Nle^-pTH(l-10): + ll% 
Pal-pTH(l-10): + 21% 

On voit done qu'il est possible de moduler I'activite lipolytique de la sequence 
principale selon les besoins (solubilite, duree d'action, affmite epidermique). 
25 D'autres variantes peuvent etre envisagees par Thomme de I'art tout en restant dans 

le champ de Tinvention. 

Dans les memes conditions experimentales, on peut egalement suivre la variation 
de la concentration d'AMPc (Adenosine monophosphate cyclique) dans le milieu 
cellulaire. 
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En fait, Tactivation de la lipolyse dans les adipocytes passe souvent, sinon toujours, 
par la stimulation de Tactivit^ de I'adenylate cyclase k la suite de laquelle la 
concentration 61evee de TAMPc conduit a Tactivation prolongee des triglycerides 
lipases. Les peptides 6tudi6s possMent des activit6s,stimulatrices de TadSnylate 
cyclase diverses qui ne sont pas lineairement li6es k Tactivite lipolytique, ce qui 
indiquerait que differents mecanismes deactivation de la lipolyse interviennent selon 
le peptide. Certains p^tides sont fortement lipolytiques sans pour autant stimuler 
notablement I'adenylate cyclase, d'autres possddent les deux activit^s k un degr6 
eleve. 

L'utilisation conjointe de certains peptides objets de la pr^sente demande de brevet 
peut slaverer particuli^rement avantageuse. 
Exemple n** 5: Activite lipolvtique in vivo 

Un test in v/vo, effectu6 sur 15 femmes agtes de 35 k 62 ans pendant quatre 
semaines, a consiste k suivre revolution de deux parametres, le perimetre des cuisses 
mesur6 k I'aide d'un centimetre et Tepaisseur de la couche adipeuse d^termin^e a 
Taide de la technique d'6chographie (ultrasons). Les resultats donnas plus loin 
concement dont les differences observ6es entre les valeurs obtenues pour ces deux 
parametres entre le temps 0 et en fin de test, soit 4 semaines plus tard. 
Le gel decrit dans T exemple n^l a ete utilise, si ce n'est que les deux peptides ^talent 
absents du gel placebo. 

Apr^s 4 semaines de traitement biquotidien avec des gels (un gel placebo et un gel 
contenant les deux peptides N-Acetyl-Ser-Val-Ser-Glu-IIe-Gln-OH et N-Palmitoyl- 
Ser-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-OH respectivement k 10'^ et 10'^ M/1), on constate une 
Evolution favorable du perimetre et de I'^paisseur de la couche adipeuse sur les 
cuisses trait^es k ia preparation contenant les peptides lipolytiques: -13% et -15% 
respectivement, alors que la diminution de ces valeurs sur les cuisses traitees au 
placebo n'est pas significative. 

Les peptides k caract^re lipolytiques sont utilises seuls ou en association entre eux, 
dans im produit cosmetique ou dermopharmaceutique fini, dans toute forme 
gal6nique: Emulsions H/E et E/H, laits, lotions, polymeres gelifiants et viscosants. 
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tensioactifs et emulsifiants, pommades, lotions capillaires, shampooings, savons, 
poudre, sticks et crayons, sprays, huiles corporelles. 

U est possible d'utiliser ces peptides sons forme de solution, de dispersion, 
d'^muision, ou encapsui6s dans des vecteurs comme les macro-, micro- ou 
nanocapsules, les liposomes ou les chylomicrons, ou inclus dans des macro-, micro- 
ou nanoparticules, ou dans des microeponges, ou adsorbes sur des polymeres 
organiques poudreux, les talcs, bentonites et autres supports minSraux. 
La concentration d'utilisation de ces peptides pent varier entre 0,000001 et 1% (p/p), 
prefSrentiellement entre 0.0001 et 0.1% dans le produit fini. 

Ces peptides peuvent etre combines dans les compositions cosm^tiques avec tout 
autre ingredient habituellement utilise en cosm^tique: lipides d*extraction et ou de 
synthese, polymeres g^lifiants et viscosants, tensioactifs et 6mulsifiants, principes 
actifs hydro- ou liposolubles, extraits d'autres plantes, extraits tissulaires, extraits 
marins, etc. 

Ces peptides sont obtenus par extraction de proteines de plantes, suivie d'hydrolyse 
enzymatique de fa9on h g6n6rer des fragments peptidiques de taille moyenne 
comprise entre 300 et 1500 daltons, une partie des fragments liberes devant contenir 
au moins une des sequence correspondant au pTH (1-n) avec n compris entre 3 et 10 
inclus. 

La combinaison avec d*autres agents stimulant la lipolyse tels que la cafeine, la 
theophylline, les derives de xanthine en g6n6ral est particulidrement avantageuse 
pour r&diser T invention. 

Ces peptides sont utilises dans des compositions cosm^tiques ou 
deimopharmaceutique pour des applications cosmetiques 4 activity lipolytique pour 
les soins de la peau, particulierement le traitement amincissant des surcharges 
ponderales des cuisses et des hanches, dans le traitement de la cellulite et dans le 
raffermissement cutane. 

Ces peptides ou les compositions cosmetiques ou dermopharmaceutiques les contenant 
sont utilis^es pour la preparation d*im medicament pour les soins de la peau, 
particulierement pour le traitement amincissant des surcharges ponderales des cuisses 
et des hanches, dans le traitement de la cellulite et dans le raffermissement cutan^. 
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Revendications 

1. Pq>tides fragments du pTH(l-34) de structuie suivante: 

R'-NH-AA„-0-R^ 

- oil R' = H ou une chaine alkoyle lin^aire ou branchee, satur^e ou insatur^e, 
hydroxylee ou soufr^e ou non, contenant 1 i 24 atomes de carbone, 
preferentiellement 12 a 18 atomes de carbone, 

= H, ou une chaine alkyle de CI a C24, pr6f6rentiellement soit CI ^ C3, 
soit C14 a C18 ou O-R^ = NR^R"^ avec R3 et R4 6tant independamment Tun 
de Tautre =H ou une chaine alkyle de 1 a 12 atomes de carbone, 
preferentiellement de 1 i 3 atomes de carbone, 

AA est, tout ou partie, de la sequence peptidique suivante : Ser-Val-Ser-Glu- 
Ile-Gln-Leu-Met-His-Asn (pTH(l-lO)), preferentiellement Ser-Val-Ser-Glu- 
Ile-Gln (pTH(l-6)), et n compris entre 3 et 10 inclus, preferentiellement entre 
3 et6. 

2. Peptides selon la revendication 1 obtenus par synthese chimique, par voie 
enzymatique, par fermentation ou par extraction de proteines d'origine vegetale. 

3. Peptides selon 1 d 2 obtenus par synthese peptidique classique en phase homogene 
ou h6terog6ne ou pkr synthase enzymatique a partir des acides amines constitutifs. 

4. Peptides selon les revendications 1 k 3 obtenus par extraction de proteines de 
plantes, suivie d'hydrolyse en2ymatique de fa9on k g6n6rer des fragments 
peptidiques de taille moyeime comprise entre 300 et 1500 daltons, xme partie des 
fragments liber6s devant contenir au moins une des sequence correspondant au 
pTH (1-n) avec n compris entre 3 et 10 inclus, 

5. Peptides selon les revendications 1^4 caract^rises en ce que leur lipophilic est 
augmentee par greffage d'un acide gras de plus ou moins longue chaine (mirystyl, 
palmityl, stearyl, lipoyL..) sur Tamine N-terminale et/ou d'esterifier le groupe 
carboxyle du peptide. 

6. Utilisation des peptides, selon les revendications 1 & 4 ou selon la revendication 
5, seuls ou en association entre eux, dans un produit cosm6tique ou 
dermopharmaceutique fini, a des concentrations variant entre 0.000001 et 1% 
(p/p), preferentiellement entre 0.0001 et 0.1%. 
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7. Utilisation des peptides, seion les revendications 1 a 4 et 6 ou selon les 
revendications S a 6, seuls ou en association entre eux, dans un produit 
cosna^tique ou dermopharmaceutique fini» sous fonne de solution, de dispersion, 
d'6mulsion, ou encapsulees dans des vecteurs comme les macro-, micro- ou 
nanocapsules, des liposomes ou des chylomicrons, ou inclus dans des macro-, 
micro-ou nanoparticules, ou dans des microeponges, ou adsorb6s sur des 
polym^res organiques poudreux, les talcs, bentonites et autres supports min6raux. 

8. Utilisation des peptides, selon les revendications 1 a 4 et 6 a 7 ou selon les 
revendications 5 a 7, seuls ou en association entre eux, dans un produit 
cosmetique ou dermopharmaceutique fini, dans toute forme galenique: emulsions 
WE et E/H, laits, lotions, polymeres gelifiants et viscosants, tensioactifs et 
6mulsifiants, pommades, lotions capillaires, shampooings, savons, poudre, sticks et 
crayons, sprays, huiles coiporelles. 

9. Utilisation des peptides selon les revendications 1 a 4 et 6 a 8 ou selon les 
revendications 5^8 seuls ou en association entre eux, dans un produit 
cosmetique ou dermopharmaceutique fini, avec tout autre ingredient 
habituellement utilise: lipides d'extraction Qt.ou dQ synthese, polymeres gelifiants 
et viscosants, tensioactifs et emulsifiants, principes actifs hydro- ou liposolubles, 
extraits de plantes, extraits tissulaires, extraits marins, cafeine, theophylline, 
derives de la xanthine et autres agents lipolytiques. 

10. Compositions cosm^tiques ou dermopharmaceutique renfermant les peptides 
selon les revendications S a 8 utilisees dans les applications cosmetiques k 
activity lipolytique pour les soins de la peau, particulierement le traitement 
amincissant des surcharges pond^rales des cuisses et des hanches, dans le 
traitement de la cellulite et dans le raffermissement cutan^. 

1 1. Utilisation des peptides selon les revendications 1 a 4 ou d'une composition 
cosmetique ou dermopharmaceutique renfermant les peptides selon les 
revendications 5 a 8, pour la preparation d*un medicament pour les soins de la 
peau, particulierement pour le traitement amincissant des surcharges pond6raIes 
des cuisses et des hanches, dans le traitement de la cellulite et dans le 
raffermissement cutan^. 
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